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　　［摘要］　目的　以小檗碱、厚朴酚和大黄素３种有效成分为指标，考察和筛选适于如意金黄散简化方新制剂制备工艺和

质量控制研究的提取工艺。方法　用 ＨＰＬＣ法同时测定小檗碱、厚朴酚和大黄素，采用ＡＣＥ．５Ｃ１８ＡＲ色谱柱，以甲醇２％三
乙胺（磷酸调ｐＨ５．０）为流动相梯度洗脱，流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３０℃；双波长检测：λ１＝２９４ｎｍ，λ２＝３４５ｎｍ；进样量：１０

μＬ。以３种成分的提取率为指标，采用单因素试验和正交试验对其超声提取工艺进行优选。结果　小檗碱、厚朴酚及大黄素
的线性范围分别是：０．２９２～２９２ｍｇ／Ｌ（ｒ２＝０．９９９８），０．２９２～２９２ｍｇ／Ｌ（ｒ２＝０．９９９７），０．２５６～２５６ｍｇ／Ｌ（ｒ２＝０．９９９５）。精

密度ＲＳＤ（ｎ＝６）分别为０．２３％、０．１７％、０．１８％。供试品溶液１２ｈ内稳定性良好。平均回收率分别为９８．２６％（ＲＳＤ２．５３％，

ｎ＝６）、１０５．１７％（ＲＳＤ２．０６％，ｎ＝６）、１００．３９％（ＲＳＤ２．６０％，ｎ＝６）。单因素试验考察了超声时间和次数、乙醇用量和浓度、酸

浓度等因素，结果表明，随着超声时间增加、超声次数增多和乙醇含量提高，三组分的提取率均增加。结论　正交试验结果表
明最佳提取工艺为：９５％乙醇（含１％盐酸）３５ｍＬ，超声３０ｍｉｎ，提取３次。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１３，３４（１）：１０４１０８］

　　小檗碱、厚朴酚和大黄素均具有抑制Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ
（ＣＤ６２Ｅ）等黏附分子表达的功能［１３］，本课题组前期

研究发现Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ是药物性静脉炎发病机制中的

关键因素［４］，并依此筛选简化了临床上处理药物性

静脉炎的经典处方如意金黄散［５］，制备成以黄柏、厚

朴和大黄为主要成分的金黄散简化方水凝胶剂及水

凝胶贴剂，其疗效不低于经典处方，且可克服原有剂

型使用不便的缺点，简便易行地对静脉炎进行预防，

减少这种药源性疾病的发生。为进一步优化上述新

剂型的制备工艺，本实验以上述３种有效成分为评

价指标，应用正交试验对混合生药（黄柏、厚朴和大

黄）中小檗碱、厚朴酚和大黄素的同时超声提取工

艺［６８］做筛选，探讨最佳超声提取工艺，为制备工艺

筛选及制剂质量控制提供实验依据。近年来，如意

金黄散的成分分析最常用高效液相色谱法［９］，本实

验在考察中利用ＬＣ２０ＡＤ型高效液相色谱仪双通

道功能特点，建立了小檗碱、厚朴酚和大黄素３种组

分同时测定的 ＨＰＬＣ方法，此方法简便易行，结果准

确，重现性好。

１　仪器和试药

　　ＤＬ７２０Ａ超声波清洗器（上海之信仪器有限公

司）；ＬＣ２０ＡＤ高效液相色谱仪（日本岛津），ＬＣｓｏ

ｌｕｔｉｏｎ色谱工作站，紫外检测器；ＪＡ１００３电子天平

（千分之一，上海精科天美贸易有限公司）；ＡＧ２８５电

子天平（十万分之一，ＭＥＴＴＬＥＲＴＤＬＥＤＯ）；ｐＨＳ

３ＴＣ精密酸度计（上海天达仪器有限公司）。

　　小檗碱、厚朴酚和大黄素对照品（批号：１１０７１３

２００９１１、１１０７２９２００４１２和１１０７５６２００１１０，均购自中

国食品药品检定研究院）；黄柏和厚朴生药（批号：

１１０７１０２５、１１０７１０２３，均购自上海蔡同德堂中药饮片

有限公司）；大黄生药（批号：ＨＹ２００９０３０４１８，购自上

海华鹰药业有限公司）。甲醇（国产色谱纯），水（超

纯水），其他试剂为分析纯。

２　方法和结果

２．１　混合提取液制备　按如意金黄散简化方比

例［５］，分别精密称取黄柏、厚朴和大黄粉末各９份，

每份黄柏２．５ｇ、厚朴１．０ｇ和大黄２．５ｇ，加提取液

浸泡１２ｈ后，按正交试验表安排的因素和水平进行

超声提取，提取液过滤，制得混合提取液。

２．２　 色 谱 条 件 　 色 谱 柱：ＡＣＥ．５Ｃ１８ＡＲ 柱

（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇（Ｂ）２％三

乙胺水溶液（磷酸调ｐＨ５．０），梯度洗脱（０～５ｍｉｎ，

５０％ Ｂ→７５％ Ｂ；５～１５ｍｉｎ，７５％ Ｂ；１５～２３ｍｉｎ，

７５％Ｂ→８０％Ｂ；２３～３０ｍｉｎ，５０％Ｂ），流速：１ｍＬ／

ｍｉｎ；双波长检测：λ１＝２９４ｎｍ，λ２＝３４５ｎｍ；柱温：

３０℃；进样量：１０μＬ。

２．３　溶液制备　对照品溶液制备：精密称取小檗

碱、厚朴酚和大黄素标准品适量，加甲醇制成小檗碱

２．９２ｍｇ／ｍＬ、厚朴酚１．４６ｍｇ／ｍＬ和大黄素５１２

μｇ／ｍＬ的储备液。再取各标准液置２５ｍＬ容量瓶

中，加甲醇稀释至刻度，制成每１ｍＬ含小檗碱２９２

μｇ、厚朴酚２９２μｇ和大黄素２５６μｇ的混合溶液，

即得。

　　供试品溶液制备：取混合提取液１ｍＬ，置１０

ｍＬ容量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，经０．４５μｍ
微孔滤膜滤过，取续滤液，即得。

２．４　方法学考察　专属性实验：精密称取对照品溶

液、供试品溶液及纯甲醇溶液，在２．２项色谱条件下

进样，得色谱图１。

　　标准曲线制备：分别精密吸取混合对照品溶液

０．００５、０．０５、０．５、１．２５、２．５、５．０ｍＬ，分别置５ｍＬ
容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀。按２．２项色谱

条件进样测定，以峰面积（Ｙ）对浓度（Ｃ）作线性回

归，小檗碱、厚朴酚及大黄素的峰面积回归方程分别

为：Ｙ＝２．３０×１０５Ｃ－０．３１９（ｒ２＝０．９９９８），Ｙ＝

５．９２×１０５Ｃ－０．８６７（ｒ２＝０．９９９７），Ｙ＝２．２７×

１０５Ｃ－１．０２７（ｒ２＝０．９９９５），线 性 范 围 分 别 为

０．２９２～２９２、０．２９２～２９２和０．２５６～２５６ｍｇ／Ｌ。

　　精密度试验：精密量取混合对照品溶液，连续进

样６次，小檗碱、厚朴酚及大黄素的峰面积 ＲＳＤ
（ｎ＝６）分别为０．２３％、０．１７％和０．１８％。

　　稳定性试验：精密量取同一供试品溶液，分别于

０、２、４、６、８、１２ｈ时测定。小檗碱、厚朴酚及大黄素

的峰面积 ＲＳＤ（ｎ＝６）分别为１．８３％、１．８７％和

２．１６％，表明供试品溶液在１２ｈ内稳定性良好。

　　重复性试验：分别精密称取黄柏、厚朴及大黄粉

末各６份，每份黄柏２．５ｇ、厚朴１．０ｇ和大黄２．５ｇ。

按正交试验所得的最佳工艺制备提取液，提取液按
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２．３项制备供试品溶液，在２．２项色谱条件下进样，

小檗碱、厚朴酚及大黄素的峰面积ＲＳＤ（ｎ＝６）分别

为３．８０％、２．６３％和２．４３％。

　　加样回收试验：取已知含量的样品粉末６．０ｇ

（按处方比例）６份，分别精密加入对照品溶液适量，

依法测定并计算回收率。得小檗碱、厚朴酚和大黄

素平均回收率为９８．２６％、１０５．１７％和１００．３９％，其

ＲＳＤ（ｎ＝６）分别为２．５３％、２．０６％和２．６０％。

图１　两种检测波长下各样品的色谱图

Ａ，Ｂ：甲醇；Ｃ，Ｄ：混合标准品溶液；Ｅ，Ｆ：供试品溶液；Ａ，Ｃ，Ｅ：２９４ｎｍ检测；Ｂ，Ｄ，Ｆ：３４５ｎｍ检测．１：小檗碱ｔＲ：６．２ｍｉｎ；

２：厚朴酚ｔＲ：１７．２ｍｉｎ；３：大黄素ｔＲ：２２．８ｍｉｎ

２．５　提取工艺研究

２．５．１　单因素考察　每份混合粉末称取黄柏２．５

ｇ、厚朴１．０ｇ和大黄２．５ｇ，进行超声时间（０．５、１、

１．５ｈ）、超声次数（１次、２次、３次）、乙醇用量（２５、

３５、５０、７５、１００ｍＬ）、乙醇浓度（９５％、８５％、７５％、

６５％、５５％）和 酸 浓 度 （１％、２％、３％、４％、５％）

考察。　　　

　　实验结果表明，随着超声时间增加、超声次数增

多和乙醇含量提高，小檗碱、大黄素、厚朴酚的提取

率增加，加酸后小檗碱、大黄素、厚朴酚提取率明显

提高，随着酸度增加其提取率变化不大。因此，最终

选定９５％乙醇（含１％盐酸）用量、超声时间及超声

次数为其主要影响因素进行正交试验考察。

２．５．２　正交试验设计　在单因素试验基础上，以小

檗碱、大黄素、厚朴酚的提取率为指标，设计Ｌ９（３４）

正交试验，各因素水平见表１，正交试验结果见表２，

方差分析结果见表３～５。

　　由表２～５可以得出，各因素对厚朴酚提取的重

要性为Ａ＞Ｃ＞Ｂ，最优方案为Ａ２Ｂ１Ｃ２或Ａ２Ｂ１Ｃ３；对

小檗碱提取的重要性为Ｃ＞Ａ＞Ｂ，最优方案为Ａ２Ｂ２

Ｃ３；对大黄素提取的重要性为 Ａ＞Ｃ＞Ｂ，最优方案

为Ａ１Ｂ１Ｃ２、Ａ１Ｂ１Ｃ３、Ａ２Ｂ１Ｃ２、Ａ２Ｂ１Ｃ３。经极差分析

和方差分析后，Ａ因素对于厚朴酚影响较大，厚朴酚

在Ａ２条件下提取率较高；Ｃ因素对于小檗碱的影响

较大，小檗碱在Ｃ３条件下提取率较高；而在Ｂ１条件

下，厚朴酚和大黄素的提取率较高。综上得出最佳

提取工艺为Ａ２Ｂ１Ｃ３，即加９５％乙醇３５ｍＬ，超声３０

ｍｉｎ，提取３次。

表１　正交试验因素水平表

水平 ９５％乙醇用量Ｖ／ｍＬ
Ａ

超声时间ｔ／ｍｉｎ
Ｂ

超声次数
Ｃ

１ ２５，１５，１５ ３０ １

２ ３５，２５，２５ ４５ ２

３ ４５，３０，３０ ６０ ３

２．５．３　验证实验　为确定提取工艺的优劣及稳定

性，按优选的提取工艺对同一批药材粉末进行６次

提取实验。结果提取物中小檗碱、厚朴酚和大黄素

的平均提取率分别为５．５１％、１．５６％和０．２６％，其

ＲＳＤ（ｎ＝６）分别为３．８０％、２．６３％和２．４３％。
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表２　正交试验结果

试验号
因素

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ（空白）
提取率（％）

厚朴酚 小檗碱 大黄素

１ １ １ １ １ １．６３ ３．６５ ０．２５

２ １ ２ ２ ２ １．５９ ５．０５ ０．２７

３ １ ３ ３ ３ １．６７ ６．３３ ０．２９

４ ２ １ ２ ３ １．７６ ５．７７ ０．３０

５ ２ ２ ３ １ １．６８ ６．３８ ０．２７

６ ２ ３ １ ２ １．４８ ４．５０ ０．２５

７ ３ １ ３ ２ １．５１ ６．１３ ０．２５

８ ３ ２ １ ３ １．３８ ４．９２ ０．２３

９ ３ ３ ２ １ １．５２ ５．５８ ０．２４
厚朴酚

ｋ１ １．６３ １．６３ １．５ １．６１

ｋ２ １．６４ １．５５ １．６２ １．５３

ｋ３ １．４７ １．５６ １．６２ １．６０

Ｒ ０．１７ ０．０８ ０．１２ ０．０８
小檗碱

ｋ１ ５．０１ ５．１８ ４．３６ ５．２０

ｋ２ ５．５５ ５．４５ ５．４７ ５．２３

ｋ３ ５．５４ ５．４７ ６．２８ ５．６７

Ｒ ０．５４ ０．２９ １．９２ ０．４７
大黄素

ｋ１ ０．２７ ０．２７ ０．２４ ０．２５

ｋ２ ０．２７ ０．２６ ０．２７ ０．２６

ｋ３ ０．２４ ０．２６ ０．２７ ０．２７

Ｒ ０．０３ ０．０１ ０．０３ ０．０２

表３　厚朴酚提取率的方差分析

厚朴酚 方差 自由度 Ｆ值 Ｐ值

Ａ ０．０２７３ ２ ４．７８９５ ＜０．２５

Ｂ ０．００６５ ２ １．１４０４ ＞０．２５

Ｃ ０．０１５７ ２ ２．７５４４ ＞０．２５
误差 ０．００５７ ２

　Ｆα＝０．２５（２，２）＝３．０

表４　小檗碱提取率的方差分析

小檗碱 方差 自由度 Ｆ值 Ｐ值

Ａ ０．２８８２ ２ １．８６９０ ＞０．２５

Ｂ ０．０７７０ ２ ０．４９９４ ＞０．２５

Ｃ ２．７９６６ ２ １８．１３６１ ＜０．１
误差 ０．１５４２ ２

　Ｆα＝０．２５（２，２）＝３．０，Ｆα＝０．１（２，２）＝９．０

表５　大黄素提取率的方差分析

大黄素 方差 自由度 Ｆ值 Ｐ值

Ａ ０．００１１ ２ ３．６６６７ ＜０．２５

Ｂ ０．０００１ ２ ０．３３３３ ＞０．２５

Ｃ ０．０００８ ２ ２．６６６７ ＞０．２５
误差 ０．０００３ ２

　Ｆα＝０．２５（２，２）＝３．０

３　讨　论

３．１　３种有效成分的选定　药物性静脉炎是临床

十分常见的药源性疾病之一，且特异性治疗手段有

限。本课题组研究发现，抑制黏附分子 Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ
是干预该反应的重要药理机制，且已验证临床防治

较有效的经典成方如意金黄散同样具有该作用［４］。

为克服该方用药体积大、剂型使用不够便利的不足，

本课题组依据药理机制对该方进行了拆方分析和处

方简化，试制了药味更加简明、临床使用更加方便的

新剂型［５］。中药药味众多、有效成分复杂，依据药理

基础选择用于工艺筛选和质量控制的有效成分更加

具有针对性。本研究选择的３种有效成分均对Ｅ

ｓｅｌｅｃｔｉｎ具有抑制作用，与新制剂的疗效质量更加

相关。

３．２　提取工艺研究　超声提取具有操作简便、对有

效成分破坏性较小、提取率稳定等优点［１０］。本研究

拟优化的提取工艺并非用于制备，而是用于工艺考

察和质量控制，故以提取的简便性和稳定性为主要

标准，首选超声提取法。由于有效成分各自理化性
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质不同，提取工艺应尽可能兼顾３种有效成分的提

取率。在正交试验考察最佳提取条件时，由于３种

有效成分中大黄素的提取率最低，故决策时以大黄

素的提取率作为主要指标，兼顾其他２种有效成分。

所筛选出的提取工艺提取率高、重现性好，操作简便

可行。

３．３　流动相的选定　中药成分较复杂，三组分同时

测定时需要优化选择流动相。本实验流动相选用水

相ｐＨ＜４时，大黄素出峰时间虽提前，但小檗碱拖

尾严重，厚朴酚与杂质峰难以分离；若ｐＨ＞７时厚

朴酚与大黄素出峰时间延迟，大黄素保留时间大于

４０ｍｉｎ，且高ｐＨ对色谱柱有损害。最后选取甲醇

２％三乙胺水溶液（磷酸调ｐＨ５．０）缓冲体系，并设

计梯度洗脱程序，使色谱分离度较好，达到基线分

离，峰形尖锐，分析速度较快。

３．４　双波长的选择　由于中药成分复杂，杂质干扰

较多，故未选择通用波长２５４ｎｍ。通过文献［１１１２］阅

读和紫外扫描，确定小檗碱在３４５ｎｍ处有最大吸

收，大黄素和厚朴酚在２９４ｎｍ处有最大吸收，小檗

碱在２９４ｎｍ处虽具有较高吸收，但与待测成分中杂

质分离度小于１．５。因而本实验选用３４５ｎｍ作为

小檗碱检测波长，２９４ｎｍ作为大黄素和厚朴酚检测

波长，利用双波长双通道测定，实现了单次进样、多

组分同时定量分析的目的。

　　本研究建立的 ＨＰＬＣ双波长检测方法同时测

定了如意金黄散简化方中３种针对输液性静脉炎防

治的有效成分，并优化了３种成分经超声法同时提

取的工艺，为后续探索新型制剂的处方工艺和质量

控制提供了实验依据。
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